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摘 要 从 家 每 (Bompyr mor RRA MRE PRR BK, LA S180 FRA RE a 
MEDRAN, PRR, RR, SR Bl S180 WB, 3792, 4542 
和 4980 U 3 种 剂量 抑 痛 作用 分 别 为 42.856%、39.13% 和 37.89%, SRR) R i eee 
影响 。 病 理 切片 显示 ， 注 射 抗菌 肘 背 瘙 小 鼠 况 痛 组 织 大 面积 坏死 ， 瘤 瘤 周围 组 织 内 有 大 量 炎 细胞 
〈 单 核 细胞 、 中 性 粒 细胞 和 琳 巴 细胞 ) 福 油 。 抗 菌 肽 亦 可 使 艾 氏 在 水 冯 《EAC) 腹水 生成 量 减 
少 。 
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抗菌 肽 (antibacterial peptide，ABP) 主 要 是 由 多 种 因素 诱导 昆虫 而 产生 的 抗菌 多 肽 类 
物质 。 目 前 研究 结果 表明 ， 抗 菌 肽 不 仅 对 细菌 有 明显 抑 杀 作用 ， 而 且 对 痛 细 胞 和 癌 实 体 瘤 
也 有 显著 效果 (Yamada 等 ，1994， 戴 祝 英 等 ，1989)。 抗 菌 肽 对 体外 培养 冯 细 胞 的 作用 
已 有 报道 (HARKS, 1996 张 双 全 等 ，1997)。 本 实验 拟 从 整体 实验 观察 抗菌 肽 对 S180 
肉瘤 、EAC( 艾 氏 腹 水 瘤 ) 荷 瘤 小 鼠 的 作用 ， 进 一 步 探讨 抗菌 肽 的 抗 癌 作 用 机 理 。 


1 材料 与 方法 


11 i 剂 

Hi Ba Ek h E A eE MR E (Bombyx mori) 血 淋巴 中 提取 并 测定 其 活力 单位 。 脸 盘 肘 
{10 mg / mL)， 由 江苏 省 肿瘤 防治 研究 所 提供 。 环 磷 酰 胺 (Cy)， 上 海 第 十 二 制药 三 产品 。 
12 动物 

BEHR., EOI) 8B， 峻 雄 兼 用 ， 由 南京 医科 大 学 实验 动物 中 心 提供 。 
13 瘤 株 

S180 肉瘤 、EAC( 艾 氏 腹 水 瘤 ) 购 自 中 国 科学 院 上 海 药物 研究 所 ， 接 种 于 昆明 种 小 鼠 上 腹腔 
内 连续 传代 。 
1.4 NAMAK 

do 天 S180 右 腋 皮下 接种 1 x 10 SAG. di~dy, HEKERE (i. p.» BAIR, 
阴性 组 给 生理 盐水 ， 阳 性 组 (胎盘 肽 ) 每 只 每 天 给 0.2 mL, #08 只 ，Cy 隔 天 注射 每 次 每 只 
0.5mL，di 小 鼠 断 天 处 死 。 取 瘤 块 称 重 ， 取 血 ， 常 规 方 法 计数 白细胞 。 


* 国家 自然 科学 基金 资助 项 目 ， 国 家 教育 委员 会 留学 回国 人 员 资 助 费 支持 项 目 
Db 现在 南京 中 医药 大 学 中 药学 院 、 江 苏 省 海 祥 药物 赋 究 开发 中 心 工作 邮编 210029 
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makat pan = 阴性 组 平均 瘤 重 - KRAPINE 


阴性 组 平均 瘤 重 nee 


EAC 上 腹腔 注射 1 x 10° 个 细胞 ， 连 续 给 ABP 共 8 天 ，4980 U / d, ENRERE. 
15 ”组织 病 理 切 片 

取 病 理 组 织 块 ，10% 甲 醋 因 定 ， 石 蜡 包 埋 ， 切 片 ，HE 染色 ， 光 镜 观 察 。 
1.6 抗菌 肤 单 位 的 计算 

在 8mL LEG #HAGOCAA) HMA 10 kL 对 数 生 长 期 E, coli Kao Dy (10 个 7/ 
mm?)。 混 匀 ， 倒 人 直径 9 cm 进口 塑料 平 髓 中， 水 平台 上 迅速 辅 平 。 在 超 净 台 内 用 灭 菌 的 不 锈 
钢 打 和 孔 器 (d=3 mm) 打 孔 ， 每 孔 加 5 xL 样 晶 。37C 培养 过 夜 ， 测 抑 菌 圈 直 径 ， 代 人 经 验 公式 
U=0.06d x10, HRB DM, 


1.7 统计 学 处 理 
数据 处 理 采 用 ! 检验 。 
2 结 果 


2.1 抗菌 肤 抑 镍 作用 

2.I.I Bik 3792U、4542 U、4980 U、 胎 盘 肤 和 环 碰 酰 胺 ， 抑 瘤 率 分 别 达到 
42.86%, 39.13%, 37.89%, 34.16% 41 90.06%。 抗 菌 肽 的 3 个 实验 组 加 上 胎盘 肽 组 和 阴 
性 组 比较 均 有 显著 差异 (P<0.05)， 环 磷 酰 胺 和 阴性 组 有 极 显 著 差 异 (P<0.001)， 见 表 I。 


#1 MBAR S180 FA) RARE 
Table 1 Tumor—inhibition of ABP in S180—bearing mice (n= 8) 
3%). ip Ax M/s MRS A% Pig’ 


阴性 组 生理 盐水 8 ] 6] +0.52 

实验 组 ] 3792 U 8 0.92 + 0.20 42.86 P<001 
实验 组 4542 U 8 0.98 土 0.42 39.13 P<0.05 
实验 组 3 4980 U 8 1.004 0.53 37.89 P<0.05 
阳性 组 ] ha Aik 8 1.064 0.28 34.16 P<0.05 
阳性 组 2 Cy 8 0.1640.05 90.06 P<0.001 
* 采用 上 + 检验。 


切取 下 的 宫 瘤 组 织 块 进行 拍照， 对 照片 上 每 组 肿瘤 块 定义 区 带 ， 用 Bio-Rad 公司 
Model Gs-700 Imaging Densitometer 密度 扫描 仪 进行 扫描 。 光 源 为 Bio-Rad 公司 专用 
日 光 灯 ， 照 片 中 天 小 不 等 的 肿瘤 块 对 光线 的 反射 率 不 同 ， 记 录 反 射 光 线 的 强 弱 ， 于 
Bio-Rad 公司 的 Molecular Analyst Software (Version Lda hr. RRA 1。 阴 性 组 
OD 值 1.284 0.34, Silk 3 组 OD 值 分 别 为 0.34 土 0.15、0.34 土 0.16 和 0.32 土 0.12， 与 
阴性 组 比 有 极 显 著 差 异 (P<0.001)， 而 且 3 组 差别 很 小 。 胎 盘 肽 组 (0.15 土 0.I1) 则 比 抗菌 肽 
组 有 一 定 升 高 。 
2.1.2 动态 观察 小 鼠 体 重 变化 、 推 测 腹水 生成 量 的 变化 (Margaret 等 ，1993)。 从 接种 开始 
每 天 称 体 重 ， 阴 性 生理 盐水 组 小 鼠 体 重 随 天 数 而 逐渐 增加 ， 给 药 组 (ABP 4980 u) 腹 水 生成 
晚 于 阴性 组 ， 且 体重 明显 低 于 阴性 组 ， 第 6 天 后 效果 最 明显 。 说 明 抗 菌 肽 能 有 效 抑制 
EAC 腹水 的 生成 。 


0000 http:/www.cqvip.com 


000D0 http:/www.cqvip.com 


4 期 EBS. RET OEE 265 


2.2 PRR S180 AR) RA Re 

正常 组 白细胞 为 (6700+ 1632)% / 
mm?» BA tE Agie # (7257+ 855) 个 / 
mm, # 4 4 Bl A (8200+ 1687) / mm’, 
(8650+ 2244) / mm’, (9025+ 1916) / 
mm*, (8500+ 2542) 个 / mm’, (1963 + 236) 
/ mm;。 随 着 抗菌 肽 剂量 的 增加 ， 与 阴性 组 比 
较 白细胞 数量 有 一 定 程度 的 提高 ， 但 差异 不 显 
著 。 正 常 组 、 阴 性 组 、 抗 菌 肽 组 和 胎盘 腑 组 数 
值 均 属于 小 鼠 白 细胞 正常 范围 之 内 ， 只 有 Cy 
组 白细胞 数 明 显 低 于 正常 水 平 。 
2.3 抗菌 肽 对 S180 荷 瘤 小 腿 作 用 的 组 织 病 理 
学 观察 

阴性 组 ， 可 见 癌 瘤 组 织 位 于 皮下 ， 有 明显 
对 组 织 的 挤 压 带 。 癌 瘤 组 织 中 心 只 有 少量 由 于 
缺 血 而 引起 的 坏死 { 图 4A)。 给 药 组 癌 瘤 大 面 
积 坏死 ， 只 有 少量 染色 较 深 区 域 、 与 癌 瘤 接触 
区 有 结缔 组 织 增生 ， 形 成 区 域 化 结构 趋势 。 大 
量 炎 细胞 存在 于 正常 组 织 内 (图 4B)。 对 切片 
进一步 放大 观察 ， 阴 性 组 癌 瘤 细胞 只 有 少量 炎 
细胞 存在 (图 4C)。 而 给 药 组 癌 细 胞 周围 炎 细 
胞 呈 包 国 状 ， 可 见 到 单 核 细胞 、 中 性 粒 细 胞 和 
订 巴 细胞 (图 4D)。 
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图 ARARE E HE 
Fig. | S180 tumor photograph scanned by 
imaging densitometer (n= 8) 


Ayia /d 


图 2 PR BACK Ik N a 
Fig. 2 The change of body weight in mice 
with EAC treated with ABP (n= 8) 


正常 组 ”生理 盐水 ABP ABP? ABP 租 3 MRR Cyll 


图 3 抗菌 肪 对 S180 荷 瘤 小 鼠 外 周 血 白细胞 数 的 影响 
Fig, 3 Effect of ABP on the number of teukocytes in peripheral blood of 
$180—bearing mice (n=8) 
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图 4 HRR S180 荷 窜 小 鼠 组 织 病理 学 照片 
Fig. 4 Histopathology of ABP on S180 tumor tissue 
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A: APR SIEM BAR He, AT AP ea A 1S untreated, lots of alve tumor cells and they pressed 
against normal tissue } HE x 33 

B: APRAM RAM), RTA Sib RAR AD fie AES UA ERGI AMR AT A4) BS (treat 
ed. tumor tissue necrosis in large scales, hyperplasia connective tissue noted.) HE < 33 

C: PPA ARE ATG AR HK duntreated, few inflammatory cells around tumor cells ) HE x 132 

D: RAW ASRS. TE ABA KI). A m K 27 p te i AT 33) (treated, lots of in- 


flammatory cells, including lymphocytes, monocytes and netrophils ) HE ~ 132 
3 tt it 


抗菌 肽 抗 癌 作 用 的 体外 实验 研究 ， 国 内 已 有 报道 。 但 迄今 尚 未 见 有 关 体 内 实验 的 报 
道 。 而 体内 实验 更 能 反映 药物 的 真实 抗 痛 作 用 。 因 为 在 体内 相对 复杂 ， 牵 涉 到 很 多 环节 ， 
如 肿瘤 在 机 体内 的 生存 和 增殖 ， 机 体 对 癌 瘤 的 反应 。 当 药物 进入 机 体内 ， 药 物 在 机 体内 的 
运输 、 传 递 、 分 解 、 代 谢 ， 机 体 对 药物 的 排斥 、 吸 收 ， 癌 瘤 对 药物 的 反应 ， 药 物 对 肿瘤 的 
作用 等 一 系列 复杂 的 过 程 。 本 实验 显示 ， 体 内 给 药 量 在 一 定 范围 内 的 改变 并 没有 对 抑 瘤 效 
果 产 生 大 的 影响 ， 即 抗菌 肽 剂量 与 抑 瘤 效果 不 呈 简 单 的 线性 关系 ， 本 实验 室 曾 研究 抗菌 肽 
对 体外 培养 的 S180 细胞 的 杀伤 作用 ， 也 曾 观察 到 此 现象 《资料 未 给 出 )。 预示 着 抗菌 肽 对 
癌 瘤 的 杀伤 存在 着 病 值 效应 ， 这 还 有 待 于 进一步 研究 论证 , 

对 于 腹水 型 荷 瘤 鼠 ， 影 响 其 体重 改变 的 主要 原因 是 腹水 生成 量 ， 而 与 自身 体重 无 关 ， 
也 就 是 说 ， 通 过 对 体重 的 观察 ， 可 以 知道 腹水 生成 的 动态 情况 。Margaret (1993) 证 明 ， 
荷 瘤 小 鼠 腹 水 生成 量 与 记录 的 体重 哇 一 致 性 。 本 实验 通过 对 荷 瘤 小 鼠 体 重 的 观察 ， 说 明 抗 
菌 肽 能 抑制 和 延缓 腹水 的 生成 。 同 样 ， 在 进行 上 述 实验 时 ， 我 们 对 皮下 接种 的 S180 FI 
小 鼠 ， 分 成 生理 盐水 组 和 给 药 组 (抗菌 肽 )， 每 天 观察 体重 ， 其 动态 曲线 相互 交叉 重 释 ( 资 
料 未 给 出 }。 这 从 另 一 方面 也 说 明 ， 荷 瘤 鼠 本 身体 重 对 实验 是 没有 干扰 的 。 

环 磷 酰 胺 (Cy) 可 以 有 效 抑制 肿瘤 的 生长 ， 但 是 对 机 体 的 伤害 很 大 。 注 射 环 碰 酰 胺 的 小 
鼠 白 细胞 只 有 1950 个 / mm*、 远 远 低 于 正常 标准 ， 这 是 多 数 抗 癌 化 疗 药物 的 不 足 之 处 。 
临床 结果 显示 ， 分 析 许 多 癌症 患者 死因 ， 往 往 并 不 是 死 于 癌症 本 身 ， 而 是 由 于 大 剂量 化 疗 
药物 对 身体 极度 伤害 造成 的 。 而 抗菌 肽 的 优越 性 就 在 于 只 对 瘤 瘤 有 显著 抑制 作用 ， 而 对 机 
体 则 无 损伤 。 

目前 一 致 认 为 抗菌 肽 是 接触 性 抑 杀 癌 瘤 细胞 (Cruciani 等 ，1991)。 在 病理 学 切片 时 ， 
连 肿瘤 及 周围 的 机 体 组 织 一 并 取 下 制 成 切片 。 我 们 观察 了 肿瘤 周围 机 体 组 织 ， 对 比 阴 性 组 
和 给 药 组 ， 发 现 给 药 组 肿瘤 周围 有 非常 明显 的 炎 细 胞 如 淋巴 细胞 、 单 核 细 胞 和 中 性 粒 细胞 
的 侵入 。 给 药 组 正常 机 体 与 癌 瘤 接 般 区 有 大 量 结缔 组 织 增 生 现象 ， 形 成 区 域 化 结构 抑制 癌 
细胞 扩散 的 趋势 。 我 们 认为 ， 抗 菌 肽 不 仅 能 接 般 性 抑 杀 肿瘤 ， 而 且 还 能 调动 机 体 的 免疫 系 
统 对抗 癌 瘤 的 侵入 。 
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STUDIES ON ANTITUMOR EFFICACY OF ANTIBACTERIAL 
PEPTIDE FROM THE SILKWORM, Bombyx mori 


XU Yu-cheng ZHANG Shuang-quan DAI Zhu-ying 
(Department of Biology, Nanjing Normal University, Nanjing 210097} 


Abstract 


Taking $180—bearing mice and EAC-bearing mice as animal models, the antibacterial 
peptide (ABP) purified from the haemolymph of the silkworm (Bombyx mori) pupae was 
used to investigate the effects against the turmor in vivo. The results showed the ABP 
significantly inhibited turmor weight. The inhibitory rate of ABP at dose of 3792, 4542, 
4980 U+ (0.5mL* 20g°* d)! x10d, ip. were 42.86%, 39.13% and 37.89% respectively. 
ABP had no inhibitory effects on the number of leukocytes. Histopathological assay showed 
that ABP induced tumor tissue necrosis in large scales and there were lots of inflammatory 
cells (monocytes, neutrophils and lymphocytes) around tumor cells. It also could obviously 
reduce EAC peritoneal ascites fluid. 

Key words Antibacterial peptide, Transplantation tumor, Antitumor efficacy 


OO 00D http://www.cqvip.com 


